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Анализ состава жирных кислот липидов яв-
ляется одним из важных способов определения 
пищевой ценности продуктов питания, в том 
числе и растительного происхождения. Жирные 
кислоты, в частности, ненасыщенные и поли-
ненасыщенные, имеют большое значение для 
нормального функционирования организма че-
ловека. Ненасыщенные жирные кислоты явля-
ются структурными элементами фосфолипидов 
и липопротеидов клеточных мембран и входят в 
состав соединительной ткани и оболочек нерв-
ных клеток, участвуют в транспортировке и 
окислении холестерина, предотвращают воз-
никновение тромбов, обеспечивают эластич-
ность сосудов, участвуют в обмене витаминов 
группы В, стимулируют защитные функции, 
участвуют в образовании гормонов и гормоно-
подобных веществ (простагландинов), игра-
ющих важную роль в регулировании многих 
процессов в организме [1].  
Такие кислоты, как олеиновая, линолевая, 
линоленовая, относятся к группе витамино-
подобных биологически активных соединений. 
Данные кислоты рекомендуются в профилак-
тике и лечении сердечно-сосудистых заболе-
ваний, проявляют гипохолестеринемическое 
действие. В организме линолевая кислота мета-
болически превращается в арахидоновую кис-
лоту, а линоленовая – в эйкозапентаеновую, 
проявляющие высокую физиологическую ак-
тивность в лечении болезни Альцгеймера, рака 
толстого кишечника и молочной железы [1, 2].  
Многие из числа ненасыщенных жирных 
кислот относятся к числу незаменимых, т.е. в 
организме человека не синтезируются, а поэто-
му должны поступать с пищей. Источником 
таких биологически активных соединений явля-
ются морские и пресноводные гидробионты, 
рыба, многие растения.  
По сравнению с другими видами сырья, 
содержание жирных кислот в растениях неве-
лико. Растение синтезирует вещества, прежде 
всего, для себя. Кроме функции обеспечения 
хозяина энергией, многие жирные кислоты и их 
метаболиты обладают бактерицидными и фун-
гицидными свойствами, то есть выполняют 
защитную функцию. Насыщенные и ненасы-
щенные жирные кислоты входят в состав ациль-
ных липидов растительной ткани. Липиды, в 
свою очередь, активно изменяют обмен веществ 
в осенний период и повышают устойчивость 
растений к низким температурам [3, 4]. По этой 
причине изучение природных липидов, в част-
ности, липидов растений, важно для установ-
ления химического состава липидов и пони-
мания их роли в процессах метаболизма у 
растений. 
Нужно отметить, что качественный и коли-
чественный анализ состава липидов раститель-
ного происхождения сопряжен с определен-
ными сложностями.  
В настоящее время применяется много ме-
тодов анализа жирных кислот, наиболее распро-
страненным из которых является метод газовой 
хромато-масс-спектрометрии их метиловых эфи-
ров с использованием пламенно-ионизационного 
или масс-селективного детектора [5–8]. Этот 
метод обеспечивает высокую чувствительность 
и надежность результатов при анализе индиви-
дуальных жирных кислот и их сложных смесей, 
характерных для биологических объектов. Од-
нако природное растительное сырье с хими-
ческой точки зрения представляет собой слож-
ную многокомпонентную систему. В растениях 
жирные кислоты (ЖК) могут присутствовать не 
только в свободном состоянии, но и в виде их 
метиловых, этиловых и других эфиров. Это 
может приводить к ошибкам в количественном 
П 
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определении содержания ЖК в растительных 
образцах. Кроме того, присутствие в растении 
большого количества летучих компонентов 
терпенового ряда усложняет анализ. Поэтому 
совершенствование существующих методов 
анализа жирных кислот и разработка новых 
методов до сих пор остается важной задачей.  
Цель исследования заключалась в разра-
ботке метода определения жирных кислот и их 
эфиров при совместном присутствии в составе 
растительного сырья. В качестве объектов ис-
следования были выбраны ягоды брусники 
обыкновенной (Vaccinium vitis-idaea L.) и клюк-
вы болотной (Oxycoccus palustris), произрас-
тающих в природных условиях северной части 
Тюменской области (табл. 1). 
 
Таблица 1. Объекты анализа 
Образец Место сбора 
Степень зрелости 
(окраска) 
Брусника обыкновенная 
(Vaccinium vitis-idaea L.) 
Тюменская область, Ханты-Мансийский 
автономный округ, Сургутский район,  
окрестности г. Когалыма (в 10-15 км) 
зрелая (ярко-красная) 
Клюква болотная  
(Oxycoccus palustris) 
зрелая (темно-красная) 
 
Экспериментальная часть 
Подготовка растительных образцов к 
анализу (рис. 1). Навеску свежих ягод (50 г) 
измельчали и приливали 20-30 мл воды для 
облегчения процедур экстракции. К гомогени-
зированной ягодной водной смеси добавляли 
~10%-ый раствор NaOH. рН смеси поддер-
живали на уровне 10-11. Полученный водный 
раствор при рН 10-11 экстрагировали хлоро-
формом (3×25 мл, по 10 мин). Слои хлороформа 
объединяли и высушивали безводным суль-
фатом натрия, фильтровали и концентрировали 
упариванием в вакууме. В результате такой 
процедуры получили суммарный экстракт ос-
новных и нейтральных соединений.  
После отделения хлороформных слоев при 
рН ~10-11 водную ягодную смесь подкисляли 
~10%-ым раствором HCl до значения рН ~2. 
Экстрагировали хлороформом (3×25 мл). Объе-
диненные хлороформные слои высушивали без-
водным сульфатом натрия. Отфильтрованный 
суммарный экстракт «кислых» соединений кон-
центрировали в вакууме. Таким образом, полу-
чали хлороформный экстракт соединений, обла-
дающих кислотными свойствами. 
Концентрированный хлороформный экст-
ракт (3 мл), содержащий основные и нейт-
ральные соединения (полученный при экстра-
гировании хлороформом при рН ~10-11), хро-
матографировали на колонке (1.0×25 см) с си-
ликагелем марки КСКГ (фракция 0.16-0.25 мм). 
В качестве элюента использовали гексан, затем 
бензол. Собирали фракции по 15 мл, кон-
центрировали и проводили ГХ/МС-анализ. 
Условия анализа ГХ/МС. Анализ гекса-
новой и бензольной фракций, а также кислого 
хлороформного экстракта проводили на газовом 
хроматографе Trace GC Ultra с квадрупольным 
масс-спектрометром DSQ II. Использовали 30-
метровую кварцевую капиллярную колонку TR-
5MS  с неподвижной фазой – сополимер 5%-
дифенил-95%-полисилфениленсилоксан (внут-
ренний диаметр 0.25 мм; толщина пленки 
неподвижной фазы 0.25 мкм).  
Условия хроматографического разделения 
подобраны экспериментально. Использовали 
программируемый режим температур термо-
стата – нагрев от 40 до 280°С со скоростью 
30°С/мин. Температура испарителя 270°С. Газ-
носитель – гелий (расход 1 мл/мин) в режиме 
без деления потока; объем вводимой пробы  
1 мкл. Энергия ионизации 70 эВ. Режим снятия 
масс-спектров: диапазон развертки 40–400 Да, 
скорость развертки 3 скана/с. 
Идентификация и количественное опре-
деление жирных кислот и их эфиров. Иден-
тификацию соединений осуществляли сравне-
нием экспериментальных масс-спектров с биб-
лиотечными (NIST 98 и 2005). Степень 
совпадения экспериментального масс-спектра с 
библиотечным по отдельным компонентам 
составляет 89–97%. В дополнение при иден-
тификации пользовались литературными дан-
ными [9, 10]. 
Анализ жирных кислот проводили в диа-
пазоне концентраций 0.01–300 мкг/мл, так как 
концентрация жирных кислот в ягодах неве-
лика. Количественное определение осуществ-
ляли с помощью метода внутреннего стандар-
та, в качестве такового использовали дейтеро-
метиловый эфир тридекановой кислоты. 
Для оценки метрологических характеристик 
методики анализа жирных кислот и их эфиров 
использовали стандартную модельную смесь 
метиловых эфиров (МЭ) жирных кислот (стеа-
риновой, нанодекановой, арахиновой, генэйко-
зановой, бегеновой) (Sigma Algrich, чистота 
99%), н-гексан квалификации «х.ч. для хрома-
тографии» (Panreac, Испания).  
Концентрации компонентов рассчитыва-
ли по градуировочным графикам, построен-
ным с использованием стандартных образ-
цов. Для построения графиков и расчета 
коэффициентов корреляций использовали 
программный пакет Microsoft Excel 2010, при 
вычислении статистических характеристик 
руководствовались нормативными докумен-
тами [11–14]. 
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Рис. 1. Схема экстрагирования и фракционирования жирных кислот и их эфиров,  
содержащихся в ягодах брусники и клюквы. 
 
Результаты и их обсуждение 
Как показал ГХ/МС-анализ, жирные кис-
лоты, присутствующие в ягодах брусники и 
клюквы, содержатся в хлороформном кислом 
экстракте. Эфиры жирных кислот идентифици-
рованы в гексановой фракции, полученной 
после колоночной хроматографии хлороформ-
ного экстракта основных и нейтральных сое-
динений. В бензольную фракцию переходят 
терпеновые соединения. Таким образом, уда-
ется получить хроматограммы экстрактов с 
удовлетворительным разрешением пиков оп-
ределяемых соединений (Rs>1,5), что поз-
воляет установить даже их следовые коли-
чества.  
В качестве примера на рис. 2 и 3 пред-
ставлены хроматограммы экстрактов ягод брус-
ники. 
 
 
Рис. 2. Хроматограмма кислого хлороформного экстракта ягод брусники (1–14 – пики жирных  
кислот, расшифровка которых приведена в табл. 2). 
 
 
Рис. 3. Хроматограмма гексанового экстракта ягод брусники (15–21 – пики эфиров  
жирных кислот, расшифровка которых приведена в табл. 2). 
 
По данным ГХ/МС, в ягодах в свободном 
виде присутствуют практически все кислоты с 
числом атомов углерода от 12 до 20, включая 
жирные кислоты с нечетным числом атомов 
Вестник МИТХТ, 2013, т. 8, № 2 
55 
углерода. Время выхода составляет 16.26–36.31 
мин (рис. 2). Эфиры насыщенных и ненасы-
щенных жирных кислот выходят в промежутке 
27.29–36.72 мин (рис. 3). В табл. 2 приведены 
данные по количественному содержанию иден-
тифицированных компонентов, полученные ин-
тегрированием пиков молекулярных ионов. 
Чисто химическими методами в каждом из 
растительных образцов определяется более 80 
химических соединений (альдегиды, кетоны, 
спирты, фенольные соединения, жирные кисло-
ты и их метаболиты). При анализе таких мно-
гокомпонентных систем провести градуировку 
и оценить метрологические характеристики ме-
тодики по всем примесным компонентам не 
представляется возможным. Поэтому метроло-
гические характеристики методики анализа 
жирных кислот и их эфиров оценивали на 
примере модельной смеси метиловых эфиров 
жирных кислот. 
В табл. 3 приведена информация по оценке 
линейной зависимости и пределам обнаружения 
определяемых соединений. Коэффициенты кор-
реляции по модулю близки к 1, что является 
подтверждением линейной зависимости между 
концентрациями определяемых соединений и 
площадями их хроматографических пиков. Ли-
нейная зависимость сохраняется в диапазоне 
концентраций определяемых соединений 0.01–
300 мкг/мл. Пределы обнаружения определя-
емых соединений, рассчитанные по 3s-
критерию (утроенное значение стандартного 
отклонения шумового сигнала), составили  
0.005 мкг/мл. 
  
Таблица 2. Результаты ГХ/МС-анализа свободных и этерифицированных  
жирных кислот в ягодах брусники и клюквы 
№ пика 
на хро-
мато-
грамме 
Компонент 
Концентрации отдельных компонентов, 
мг на 100 г свежих ягод (мг %) 
Брусника Клюква 
Жирные кислоты 
1 Каприновая С10 2.73±0.22 1.19±0.14 
2 Ундекановая С11 1.75±0.15 1.12±0.13 
3 Лауриновая С12 1.51±0.18 0.89±0.11 
4 Тридекановая С13 1.34±0.19 3.39±0.43 
5 Миристиновая С14 1.85±0.27 7.88±0.95 
6 Пентадекановая С15 3.89±0.68 1.13+0.14 
7 Пальмитиновая С16 20.63±2.37 3.37±0.31 
8 Маргариновая С17 0.49±0.09 0.97±0.12 
9 Пальмитолеиновая С16:1 (9) 3.11±0.67 0.74±0.09 
10 Линолевая С18:2 (9,12) 12.29±1.97 17.84±2.14 
11 Олеиновая С18:1 (9) 13.22±1.64 30.19±3.62 
12 Стеариновая С18 16.44±1.78 1.26±0.15 
13 Линоленовая С18:3 (9,12,15) 5.93±1.13 4.56±0.55 
14 Арахиновая С20 13.14±1.23 0.56±0.07 
Эфиры жирных кислот 
15 Миристиновая кислота, метиловый эфир 5.19±0.19 1.79±0.11 
16 Миристиновая кислота, изопропиловый эфир 1.87±0.08 4.13±0.32 
17 Пальмитиновая кислота, этиловый эфир 1.97±0.39  1.21±0.07 
18 Стеариновая кислота, этиловый эфир 1.42±0.14 1.96±0.21 
19 Олеиновая кислота, метиловый эфир 4.89±0.21 6.37±0.38 
20 Линолевая кислота, метиловый эфир  0.91±0.11 2.16±0.13 
21 Линоленовая кислота, метиловый эфир  3.06±0.18 4.32±0.24 
Примечания: 1) приведено среднее значение  ±  доверительный интервал при n = 5 и Р = 0.95;  
2) жирным шрифтом выделены соединения, идентифицированные в данном растении впервые. 
 
Таблица 3. Оценка основных характеристик определения метиловых эфиров (МЭ) 
 жирных кислот (n = 6, P = 0.95) 
Определяемое соединение 
Уравнение 
регрессии 
Коэффициент 
корреляции 
Предел 
количественного 
определения 
МЭ стеариновой кислоты у = 1.67·10
5
х 0.9995 0.008 мкг/мл 
МЭ нанодекановой кислоты у = 2.32·10
5
х 0.9995 0.008 мкг/мл 
МЭ арахиновой кислоты у = 2.49·10
5
х 0.9994 0.009 мкг/мл 
МЭ генейкозановой кислоты у = 2.59·10
5
х 0.9994 0.008 мкг/мл 
МЭ бегеновой кислоты у = 2.45·10
5
х 0.9994 0.01 мкг/мл 
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Для оценки повторяемости пробу метило-
вых эфиров жирных кислот с известным содер-
жанием определяемых соединений делили на 6 
частей, каждую из которых затем хромато-
графировали, и рассчитывали метрологические 
характеристики – средеквадратичное отклоне-
ние повторяемости (Sr), дисперсию (σr), предел 
повторяемости (r(6)) доверительный интервал 
(±δ) и относительную ошибку определения (ε) 
(табл. 4). 
 
Таблица 4. Оценка повторяемости результатов (n = 6, P = 0.95) 
Определяемое соединение 
Ссреднее, 
мкг/мл 
σr Sr ±δ ε, % r(6) 
МЭ стеариновой кислоты 10.1 0.0058 0.08 0.21 2.03 0.0234 
МЭ нанодекановой кислоты 10.1 0.0138 0.12 0.31 3.05 0.0556 
МЭ арахиновой кислоты 10.2 0.0199 0.14 0.36 3.51 0.0802 
МЭ генэйкозановой кислоты 10.1 0.0132 0.11 0.28 2.80 0.0532 
МЭ бегеновой кислоты 10.1 0.0116 0.11 0.28 2.80 0.0467 
 
Для сопоставления разностей параллельных 
результатов измерений, полученных в условиях 
повторяемости, рассчитывали предел повторя-
емости rn для n результатов параллельных опре-
делений, регламентированных нормативными 
документами [11–14]. Для n = 6 использовали 
следующую формулу расчета:  
 
r(6) = 4.03
.
σr 
 
Полученные результаты между собой согла-
суются, что дает основание говорить о сходи-
мости результатов повторных анализов с при-
нятой доверительной вероятностью. Относи-
тельная ошибка определения стандартной смеси 
метиловых эфиров жирных кислот не пре-
вышает 5%.  
Таким образом, согласно результатам ста-
тистической обработки полученных данных, 
данная методика пробоподготовки и анализа 
позволяет определять содержание жирных кис-
лот и их эфиров при одновременном присут-
ствии в растительном сырье в диапазоне кон-
центраций 0.01–300 мкг/мл.  
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APPLICATION OF CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY 
TO DETERMINE FREE AND ESTERIFIED FATTY ACIDS IN THEIR 
COMBINED PRESENCE IN PLANT RAW MATERIALS  
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In comparison with other types of matter, plants have a small content of fatty acids (FA). They perform energetic, 
structural and protective functions. Lipids actively change metabolism in the autumn time and increase the 
resistance of plants to low temperatures. For this reason the study of plant lipids is important to determine the 
chemical composition of lipids and understand of their role in the metabolism of plants. Analysis of the lipid 
composition of plant is connected with some complications. Plants can contain fatty acids not only in the free 
form, but also in the form of their esters. This can lead to errors in the quantitative determination of FA in plant 
samples. In addition, the presence of a significant variety of chemical compounds in plants complicates the 
analysis. 
The article describes the results of a study on fatty acids and their esters in cowberries and cranberries by gas 
chromatography-mass spectrometry. It is shown that during the fractionating of berry extracts, fatty acids are in 
the chloroform extract of the acids, and their esters are in the hexane fraction. Thus, we can obtain the 
chromatogram of extracts with a clear picture of the peaks of identified compounds (Rs > 1.5). The linear 
dependence remains in the range of identified compounds 0.01–300 mg/mL. Evaluation of the metrological 
characteristics of the analysis techniques was performed with a pattern mixture of methyl esters of fatty acids as 
an example. 
Key words: GC/MS (gas chromatography and mass spectrometry), fatty acids, esterified fatty acids, cow-berry, 
cranberry. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
